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Mikotoksinler, baz1 fungus tiirleri tarafindan sentezlenen ikincil metabolitlerdir ve bu toksinler i¢inde
aflatoksinler insan ve hayvan sagligi igin ¢ok tehlikeli olarak bilinmektedir. Aflatoksin M1(AFMI1)
kontaminasyonu siit ve siit tirtinlerinde kritik rol oynamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Lactobacillus plantarum
NRRLB 4496'nin yagsiz siit 6rneklerinde AFM1'in uzaklastirma yeteneginin degerlendirilmesidir. Siit ortaminda
AFM1 baglanmasi, farkli parametreler ile test edilmistir; AFM1 konsantrasyonlart (0,5,1,2,5,10 ppb) ve
inkiibasyon siiresi (30 dk, 1sa, 6sa, 24sa, 48 sa). Siitte kalan baglanmamis AFM1 miktari, florans detektorlii
yiiksek performans sivi kromatografi- yontemi ile analiz edilmistir. Sonuglarda, AFM1 konsantrasyonu AFM1
baglama o6zelligini 6nemli dlgiide etkilemistir. En yiiksek uzaklagtirma yiizdesi, 5 ppb AFM1 konsantrasyonu
igin gdzlenmis ve % 61,33 olarak bulunmustur. Inkiibasyon siireci boyunca AFM1 baglanma yiizdesinde énemli
bir degisiklik gozlenmemis olup, baglanma biiyiik oranda 30 dakikada tamamlanmustir. Sonuglar, Lactobacillus
plantarum NRRLB 4496'nin, AFM1 miktarinin siit ortaminda azaltilmasi i¢in iyi bir uygulama potansiyeline
sahip oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, siit, baglanma, lactobacillus

Aflatoxin M1 (AFM1) Binding Potential of Lactobacillus plantarum NRRLB 4496 in
Milk Medium
Abstract
Mycotoxins are secondary metabolites synthesized by some fungi species, and among these toxins,
aflatoxins are known to be very dangerous for human and animal health. Aflatoxin M1 (AFM1) contamination
plays a critical role in dairy products. The aim of this study was to evaluate the ability of Lactobacillus
plantarum NRRLB 4496 to remove AFM1 in skim milk samples. For this purpose different parameters were
tested for AFM1 binding; AFM1 concentrations (0.5,1,2,5,10 ppb) and incubation time period (30
min,1h,6h,24h,48 h). The amount of unbound AFM1 remaining in the milk was analyzed by high-performance
liquid chromatography with fluorescence detector. In the results, AFM1 concentration significantly effect the
AFM1 removal property. The highest removal percentage was observed for 5 ppb AFM1 concentration and it
was 61.33%. Maximum AFM1 binding was performed even in 30 min and there were only slight changes during
24 h therefore binding was very rapid process. Results demonstrated that Lactobacillus plantarum NRRLB 4496
has good potential application to reduce AFM1 amounts in milk.
Keywords: Aflatoxin M1, milk, binding, lactobacillus

Giris

Aflatoksinler (AF), Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius gibi ¢esitli
kiifler tarafindan iiretilen toksik &zellikte ikincil metabolitlerdir (Creppy, 2002). Tarimsal ve gida
iiriinlerindeki aflatoksin olusumu kullanilabilir besin maddelerin varligi, su aktivitesi ve sicaklik gibi
cevresel kosullarla ilgili parametrelerle iligkilidir (Sweeney ve Dobson, 1998). Aflatoksinler,
mutajenik, karsinojenik teratojenik, hepatotoksik ve immiinsiipresif 6zellikleri nedeniyle hayvan ve
insan saglig tizerinde olumsuz sonuglara yol agan giiclii bir mikotoksin grubudur (Lewis ve ark, 2005;
Guimaraes ve ark,2018).

Aflatoksinlerin yaklasik 19 farkli toksik tiirevi rapor edilmistir. Aflatoksin B1 (AFB1) 1993
yilinda Uluslararas1 Kanser Aragtirmalari Ajansi (IARC) tarafindan grup 1A kanserojen ajan olarak
siniflandirtlmistir  (Kabak ve ark, 2009). Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve
“difurokumarolakton” gruplarma dahildir. B grubu toksinleri kumarin yapidaki lakton halkasina
eklenmis siklopentenon halkasi, Aflatoksin M1 ve M2 toksinleri ise, aflatoksin B1 ve B2’nin hidroksi
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tiirevleridir (Ozkaya ve Temiz, 2003) (Sekil 1). Aflatoksinler, Misir, fistik, pamuk cekirdegi, piring,
antepfistigi, badem, kestane, balkabagi tohumu ve diger yagli tohumlar ve sorgum gibi ¢esitli gida
kaynaklarina bulagabilir (Bircan ve ark, 2008; Adibpour ve ark, 2016). AFB1 kontamine yemlerin,
laktosyon doneminde siit hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ile AFB1, hayvanlarin karacigerinde
degisime ugrar ve meme bezlerinden siite AFM1 olarak salgilanir (Gtiley ve ark, 2013). AFBI’ in
monohidroksi tiirevi olan Aflatoksin M1 (AFM1), insan ve hayvan siitii, bebek mamasi, siit tozu,
peynir ve yogurtta bulunabilir (Bulca ve Bircan, 2018;Marrez ve ark, 2018). AFM1, IARC tarafindan
grup 1 kanserojen ajan olarak siniflandirilmistir (IRAC, 2002).

. .

0 0 OCHs

Aflatoksin By Aflatoksin M,
Sekil 1. Aflatoksin B1 ve Aflatoksin M1’ in Kimyasal Yapist

Siitte yliksek AFM1 miktar1 bir halk sagligi sorunu oldugu i¢in, bir¢ok iilkede AFM1 i¢in izin
verilen AFM1 miktarlar ile ilgili yasal diizenlemeler bulunmaktadir. Ornegin, Avrupa Birligi ham siit,
11l islem gdrmiis siit ve siit Girtinleri imalati i¢in siitte maksimum 0,05 mg / kg AFM1 olarak kabul
etmektedir (Avrupa Komisyonu, 2010). Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Tebligine gore ise; Cig siit, 1sil
islem gormiis siit, siit bazl trtinlerin {iretiminde kullanilan siitlerde de maksimum limit 0,05 mg/ kg
AFMI1 olarak belirlenmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2011). Yapilan 6nceki caligmalarda siit ve siit
iiriinlerinde saptanan AFM1 miktarlari, konunun ciddiyetini yansitmaktadir. Kosova’da yapilan bir
calismada toplam 192 siit drneginin 74’tinde ( % 38) AFM1 kontaminasyonu oldugu ve 11 6rnegin
(% 5,7) Avrupa Birligi'nin maksimum 0,05pg / L seviyesini astig1 bulunmustur (Camaj ve ark., 2018).
250 anne siitiinde yapilan bir arastirmada, AFM1 diizeyleri, 39 6rnekte (% 15,6) 11,1 ile 39,3 ng / |
arasinda degismistir, bunun 8 drnegi (% 3,2), Iran ulusal standart sinirmin (25 ng / 1) iizerinde bir
seviyede ¢ikmistir (Jafari ve ark., 2017). Pakistan’ da yapilan bir ¢aligmada ise toplam 372 siit ve siit
iiriinleri 6rneklerinden, yaz mevsiminde toplanan 77 6rnekte (%45,5) , kis mevsiminde toplanan 114
(%56,1) ornekte AFM1 saptanmustir (Igbal ve ark., 2017). Tiirkiye’ de yapilan bir ¢alismada, 7 farkli
firmadan toplanan 60 adet devam siitiinde enzim bagli immiinosorbent yontemi ile yapilan AFM1
miktar analizlerinde, Tirk Gida Kodeksi limit degerini asan 23 ornek tespit edilmistir (Tuz ve ark.,
2017). Ayrica, aflatoksin varliginin ¢esitli peynirlerde de degisen diizeylerde oldugu cesitli
calismalarda bildirilmistir (Bulca ve Bircan, 2013; Giiley ve ark, 2013). Biitiin bu ¢alismalar, siit ve
siit lirlinlerinde AFM1 varliginin halen problem olarak devam ettigini gostermektedir. Bu durumda,
kontamine olmus tiriinlerde AFM1’ in uzaklastirilmas1 6nem kazanmaktadir.

Cesitli caligmalarda aflatoksinleri uzaklastirmak igin kimyasal, fiziksel ve biyolojik metotlar
Onerilmistir (Sabuncuoglu ve ark.,2008; Jalili, 2015; Guimaraes ve ark, 2018). Genel olarak,
aflatoksinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle detoksifikasyonundaki basari, aflatoksin
konsantrasyonu, gida 6rneginin bilesimi ve fizikokimyasal 6zellikleri (nem igerigi, yag igerigi, asitlik,
doku vb.) gibi birgok faktdre baglidir. Bu nedenle, dogru yaklagimi segmek ¢ok karmasiktir. Ayrica,
hemen hemen tiim yontemlerin dikkate deger kisitlamalar1 vardir. Aflatoksinlerin azaltilmasinda
kimyasal bir bilesigin iimit verici sonuglarina ragmen, bu kimyasal bilesikler, istenmeyen toksik
kalintilar iiretebilirler. Ayrica, gidalarin fonksiyonel ve duyusal (doku, tat, aroma, renk) 6zelliklerinde
degisikliklere neden olabilirler. Fiziksel yontemler ise genellikle daha pahalidir (Jalili, 2015).
Biyolojik yontemlerde ise dogal olmayan kimyasal maddelerde yasanan problemlerin ortaya ¢ikma
olasihig disiiktiir. Biyolojik yontemlerden biri olan degradasyon, spesifik mikroorganizma veya
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enzimler tarafindan toksinin mikrobiyal inaktivasyonuna dayanir. Diger biyolojik uygulamalardan bir
tanesi mikroorganizmalarin aflatoksinleri fiziksel adsorpsiyon ile uzaklastirma prensibine
dayanmaktadir. (Sabuncuoglu ve ark., 2008).

Birgok calismada, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi(PBS) ortaminda maya ve laktik asit bakterileri
(LAB) toksinleri uzaklastirma 6zellikleri arastirilmistir. (Kabak ve Var, 2006; Ahlberg ve ark.,2015).
Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda, LAB’1n AFM1 uzaklagtirma 6zelligi ¢cogunlukla PBS ortaminda
gercgeklestirilmis ve sinirh sayida siit ortaminda deneyler gerceklestirilmistir (Sadiq ve ark., 2019). Bu
calismanin amaci, PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ortaminda AFM1’ i1 uzaklastirma potansiyeli
bilinen Lactobacillus plantarum NRRLB 4496’ susunun, siit ortaminda farkli konsantrasyon AFM1
seviyelerinde toksin baglama yeteneginin ve farkl siirelerde AFM1 baglama kapasitesinin ne sekilde
degiskenlik gosterecegini saptamaktir.

Materyal ve Yontem

Aflatoksin M1 Standardi

AFM1 standart soliisyonu R-Biopharm Rhone Ltsd'den 1000 ng / ml konsantrasyonunda 6 ml
olarak satin alinmustir.

Kiiltiir Hazirlama ve Gelisme Kosullari

Calismada kullanilacak bakteri susu, NRRL kodu ile ABD Tarim Bakanligi (USDA) kiiltiir
koleksiyonlarindan temin edilmistir. Sus olarak Lactobacillus plantarum NRRLB 4496 kullanilmustir.
Aragtirmada calisilacak bakteri konsantrasyonunu hazirlamak amaciyla, derin dondurucuda -20° C'de
muhafaza edilen bakteri susu, MRS s1v1 besiyeri (De Man Ragosa and Sharpe) icerisinde 37° C'de, 48
saat boyunca inkiibe edilerek canlandirilmistir (Martin ve ark., 2004). Canlandirilan bakteri
kiiltiirlerinden, seri sekilde yapilan iki pasaj ile taze ve standart biiylime 6zelliklerine sahip kiiltiirler
elde edilmistir. Deneylerde kullanilacak olan canli hiicre sayisi yaklasik 1,0 x 10° CFU mL™ olarak
ayarlanmis ve MRS agar kullanilarak yapilan ¢ift tabaka dokme plaka yontemi ile 37 © C'de 48 saat
inkiibasyon sonunda yapilan sayim ile dogrulanmstir.

Test Bakterilerinin Hazirlanmasi

Gelistirilen bakteri kiiltiirleri 15 dk 1800 g’de santrifiij edilmis ve saf su ile yikanmistir. Bu
islem iki kez tekrarlanmistir. Hiicreler, deneylerde kullanilacak hacime uygun olarak saf su ile bir
stispansiyon haline getirilmistir. Deneyde kullanilmak {izere bakteriler, siitte meydana gelebilecek
olast fermantasyon problemlerinden kaginmak igin, 100 °C’ de 1 saat otoklav uygulamasi ile
oldiiriilmiistiir (Ismail ve ark., 2017).

Siitiin Aflatoksin M1 ile Kontamine Edilmesi

AFMI1 ara stok soliisyonu 50 ppb olacak sekilde asetonitrilde hazirlanmistir. Analizlerde
kullanilacak konsantrasyon miktarma gore deney tiiplerine koyulan AFM1 soliisyonlar1 azot gazi
altinda ucurularak, asetonitril ortamdan uzaklastirilmistir. Igerisinde sadece Aflatoksin standardi kalan
deney tiiplerinin hacmi UHT yagsiz siit ile 2 ml’ ye tamamlanmistir. AFM1 ile kontamine edilen siit
ornekleri, 15 dakika boyunca 37 ° C'de tutulmus ve 30 sn vortekslenmistir.

Aflatoksin M1 Baglanma Deneyi - Konsantrasyonun etkisi

Analizde 0,5 ppb, 1 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb konsantrasyonda hazirlanan standartlar
kullanilmigtir. Hazirlanan AFM1 kontamine siit 6rneklerine 100 pul bakteri siispansiyonu eklenmis ve
ornekler 37 ° C’ de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Analizde kullanilmak {tizere tiipler 15 dakika
1800 g' de santrifiij edilmis ve siipernatant kism1 alinmistir. Ayni prosediirler negatif kontrolde (siite
AFMI1 kontemine edilmis drneklerde bakteri siispansiyonu ilave edilmeden) gergeklestirilmistir.

Aflatoksin M1 Baglanma Deneyi - Zaman etKisi

Analizde 5 ppb AFMI1 konsantrasyonu kullanilmistir. Bakteri siispansiyonundan 100 pl,
AFMI1 iceren 2 mL UHT yagsiz siit 6rneklerine ilave edilmis ve vortekslenmistir. Ornekler; 30 dk, 1
sa, 6 sa, 24 sa, ve 48 sa boyunca 37 ° C'de inkiibe edilmistir. Analizde kullanilmak {izere tiipler 15
dakika 1800 g'de santrifiij edilmis ve siipernatant alinmistir. Ayni prosediirler negatif kontrolde (siite
AFMI1 kontemine edilmis 6rneklerde) bakteri siispansiyonu ilave edilmeden gergeklestirilmistir.

HPLC ile AFM1 miktarimin belirlenmesi

Siitte kalan AFM1 miktar1 immunoaffinite kolonu kullanilarak floresan dedektorlii yiiksek
performanslhi sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir (Kabak ve Var, 2008). Siit ortamindan
toksinin eldesi ve saflagtirilmasi i¢in, AFM1’ e kars1 spesifik antikorlar1 igeren immunoafinite kolonu
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(G1007, Vicam MA, USA) kullanilmistir. AFM1 kolonlar1 buzdolabindan ¢ikarilmis ve oda
sicakligina ulasmasi saglanmistir. immiinoafinite kolonlar1 agilmis ve kolon 4-5 damla Fosfat tampon
tuz ¢ozeltisi damlatilarak kontrol edilmistir. Hazirlanan 2 ml + 100 pl'lik numuneler 3 ml / dk akig
hizinda kolondan gegirilmistir. Kolon iki kez 10 mL su ile yikanmis ve 3-5 kez hava gegirerek
kurutulmustur. Aflatoksin, 2 adimda tiiplere alinmustir. {1k olarak, 1,25 mL metanol: asetonitril (2: 3
hacim / hacim) karisimi Immiinoafinite kolonundan gecirimis ve kendi basina akmasma izin
verilmistir. Asama 2'de, 1,25 mL. HPLC derece kalitede su, toplam 2,5 mL eliiat vialini toplamak i¢in
kolondan gegirilmistir. Orneklerde kontamine AFM1 icerigi HPLC metodu ile belirlenmistir. AFM1
standardi ile farkli bes noktada bir kalibrasyon grafigi (R*=0.99158) olusturulmustur ve konsantrason
hesaplamalar1 bu sekilde yapilmigtir. Belirli bir siire mobil faz gecirilerek uygulamaya hazir hale
getirilen cihaza, 6nce AFM; referans standardindan, daha sonra eluatlar sirali olarak 20 pl enjeksiyon
yapilmistir. Orneklere ait kromatogramda, standardin kromatogramindaki piklerle ayni1 alikonma
zamanina sahip pikler olmasi durumunda, 6rnekte AFM; bulunduguna karar verilmis ve pik alanlarina
bagli olarak da AFM; baglanma oranlar1 hesaplanmistir. AFM1 igerigini belirlemek i¢in 3 tekrar analiz
gerceklestirilmistir. HPLC sistem 6zellikleri ve ¢alisma kosullart su sekildedir: Sistem kontrolér SCL-
10A vp, izokratik pompa LC-10AT vp, dedektér RF-10AXL, kolon firtm1 CTO-10AS, kolon CTO-
10AS vp, akis hiz1 1 ml/dk, mobil faz Asetonitril 3V: Metanol 2V: Su 5V, kolon sicakligr 25 °C,
enjeksiyon hacmi 25 pl, eksitasyon dalga boyu, 360 nm, emisyon dalga boyu 430 nm.AFM1 baglanma
yiizdesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmustir.

Ornegin AFM1 pik alani)

Kontroliin AFM1 pik alam

Metot Validasyonu

Aflatoksin M1 i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla; 0,11 ppb, 0,13 ppb tespit edilmistir.
Relatif standart sapma (%RSD) ve geri kazanim degerleri (%) Cizelge 3° de gosterilmistir. Bu
caligmada kullanilan analiz yonteminin performanst AOAC (Association of Analytical Communities)
kilavuzuna gore dogrulanmustir.

Istatistiksel Analiz

Tim deneyler ii¢ tekrar seklinde yapilmis ve sonuglarin istatistiksel analizi, SPSS 15
istatistiksel yazilimi (SPSS Inc., Chicago, ABD) kullanilarak yapilmistir. Sonuglar arasinda anlaml
bir fark olup olmadigi, tek yonlii T Testi metodu ile degerlendirilmistir. 0,05' ten diisiik bir p degeri
anlamli olarak kabul edilmistir.

%AFM1 = ll— ( ) |~ 100

Bulgular ve Tartisma

Aflatoksin M1 Baglanma Deneyi - Konsantrasyonun etkisi

100 pl 1s1l islem uygulanmig bakteri siispansiyonu ilave edilen, farkli konsantrasyonda
hazirlanan AFM1 kontamine siit 6rneklerinde, Lb. plantarum NRRLB 4496 susunun AFM1 baglama
kapasitesi Cizelge 1’ de verilmistir. 0,5 ppb, 1 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10ppb AFM1 konsantrasyonlarinda
Lb. plantarum NRRLB 4496 susunun AFM1 baglama kapasitesi sirasiyla, % 13,7, % 49,45, % 41,42,
% 61,33, % 35,40 olarak tespit edilmistir. Farkli AFM1 konsantrasyonlarinda baglanma istatistiksel
acgidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur.
Cizelge 1. Lb. plantarum Aflatoksin M1 baglanma deneyi - konsantrasyonun etkisi

Konsantrasyon Baglanma Yiizdesi
0,5 ppb % 13,7 £ 5,392

1 ppb % 49,45 +9,20°

2 ppb % 41,42 +6°

5 ppb % 61,33 + 8,90°

10 ppb % 35,40 + 6°

*Sonuglar, ii¢ tekrar 6rnek igin ortalama + SD degeridir.

AFMI1 konsantrasyonu 5 ppb’den 10 ppb’ye ¢iktiginda baglanma yiizdesindeki azalma,
bakteri hiicrelerinin sahip oldugu baglanma bdlgelerinin sayisi ile agiklanabilir. Hiicre basina belirli
sayida baglanma bdlgesi oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, yiiksek AFM1 konsantrasyonlarinda
baglanma bolgelerinin doygunluga ulasmasi ile daha fazla baglanma ger¢eklesmeyecektir. Bu durum,
baglanmanin fiziksel adsorpsiyon ile gerceklesmesi ile iliskilidir.
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Abbes ve arkadaglarinin (2013) ,PBS ve sulandirilmus siit ortaminda 0,05 pug/ml, 0,10 ug/ml
ve 0,20 pg/ml konsantrasyonda AFMI1 baglanma deneyi yaptigi calismada farkli laktik asit bakteri
suglart kullamilmustir. Lb. plantarum’un baglanma orani, tim konsantrasyonlarda ilk anda % 16
civarinda hesaplanmig, zaman gectikge % 78,6 oranina ulastigi bildirilmistir (Abbes ve ark., 2013).
Farkl1 laktik asit bakteri suslarinin ve Saccharomyces cerevisiae susunun 0,05 pg/mL, ve 0,10 pg/mL
AFMI1 konsantrasyonunun siit ortaminda baglanma oranlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada farkl
hiicre konsantrasyonlari da kullanilmig ve hiicre konsantrasyonun da baglanmaya biiyiik etkisi oldugu
belirtilmistir. 1,0 x 10 CFU ml™ hiicre konsantrasyonunda Lb. plantarum susunun 0,05 pg/ml, ve
0,10 pug/mL AFMI1 konsantrasyonunda sirasiyla baglanma yiizdesi % 76 ve % 85 olarak
hesaplanmustir (Ismail ve ark., 2017). Kuharic ve arkadaslariin yaptig1 ¢calismada ise daha yiiksek
toksin uzaklagtirma yiizdeleri rapor edilmis ancak baglanma deneylerinde daha diisiik sicaklik (4 °C)
kullanilmigtir. 0,5 pg/l AFM1 kontamine edilmis taze inek siitiine, 1s1l islem uygulanan Lb. plantarum
susu ilave edilmis ve o6rnekler 0,2, 4 ve 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Sonuglar sirasiyla % 83,3, %
62,7, % 94,5 ve % 85,7 olarak hesaplanmistir. Literatiirde yer alan bu ¢aligma sonuglarin farklilik
gostermesi, baslangic AFM1 konsantrasyonu, kullanilan organizmanin tiir ve susu gibi faktorler ile
aciklanabilir.

Aflatoksin M1 Baglanma Deneyi - Zaman etkisi

100 pl 1s1l islem uygulanmig bakteri siispansiyonu ilave edilen, 5 ppb konsantrasyonda
hazirlanan ve 30 dakika, 1 saat, 6 saat, 24 saat ve 48 saat boyunca 37 °C' de inkiibe edilen AFM1
kontamine siit 6rneklerinde, Lb. plantarum NRRLB 4496 susunun AFM1 baglama kapasitesi Cizelge
2’ de belirtildigi lizere, sirasiyla % 46, % 47, % 37, % 45, % 46 olarak tespit edilmistir. Uygulanan
tiim siire deneylerinde, Lactobacillus plantarum NRRLB 4496’ susunun, AFM1’i baglama yetenekleri
arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. Sekil 2° de bakteri siispansiyonu
ilave edilen ve 6 saat boyunca 37°C' de inkiibe edilen AFM1 kontamine siit 6rnegi, Sekil 3’ de ise
negatif kontrol numunesi analiz sonuglari kromotogram seklinde sunulmustur.

Cizelge 2. Lb. plantarum Aflatoksin M1 baglanma deneyi — zaman etkisi

Siire Baglanma Yiizdesi
30 dk % 46 + 0,052
1sa %47 +0,02°
6 sa %37 +£0,02°
24 sa %45 +0,17°
48 sa % 46 + 0,07

*Sonuglar, ii¢ tekrar 6rnek i¢in ortalama + SD degeridir.

AFM1 baglanmasinin ilk 30 dk igerisinde gergeklesmesi ve sonraki siirecte dnemli Glgiide
degismemis olmasi hiicre sayisi, baglanma bdgesi sayisi, AFM1 konsantrasyonu ve baglanmanin
niteligi ile ilgilidir. Pek ¢cok calismada bakterilerin mikotoksin baglama 6zelliginin biiyiik l¢iide kisa
stirelerde gergeklestigi bildirilmektedir (Ahlberg ve ark., 2015). Calisilan AFM1 konsantrasyonu ve
bakteri miktart i¢in hizli bir sekilde (30dk iginde) denge durumuna ulasilmaktadir. Daha yiiksek
bakteri konsantasyonlarinda daha uzun siirelerde dengeye ulasilabilir.

Panwar ve arkadaglarimin yaptigi arastirmada, 11 probiyotik lactobacillus susunun PBS
¢Ozeltisi ve in vitro yagsiz siit ortaminda AFM1 baglama kapasitesi incelenmistir. 6, 12 ve 24 saat
inkiibasyon siirelerinde baglanma oranlart % 4,13 ile % 64,16 arasinda degismistir. Yagsiz siitliin
icerisinde in vitro sindirim testi sirasinda, Lb. plantarum canli hiicreleri kullanilarak % 52 baglanma
gozlenmistir. (Panwar ve ark., 2018). Bu ¢alismada hesaplanan baglanma yiizdeleri ile yakin degerler
tespit edilmistir. Salah-Abbes ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise 37 °C' de 0,12 ve 24 saat
inkiibasyona birakilmis 50 pg/ml AFM1 kontamine edilen Lb. plantarum MONO3 susunun canli
hiicreleri i¢in PBS ortaminda baglanma oraninin zamana bagh olarak arttig1, % 25,9 oranindan, 24
saat sonunda % 93 oranina ulastig1 bildirilmistir (Salah-Abbes ve ark., 2015). Ancak bu ¢alismada
kullanilan baglangic AFM1 konstantrasyonun ¢aligmamizda kullanilan miktardan 10000 kat fazladir
ve bu durum zamana bagl yapilan deneylerde ortaya ¢ikan farkliliklar agiklayabilir.
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Cizelge 3. AFM1 konsantrasyonlari i¢in yiizde geri kazanim (%) ve RSD (%) degerleri

Konsantrasyon Geri Kazamm (%) RSD (%)

0,5 ppb 95 1,80

1 ppb 93 2,18

2 ppb 97 2,14

5 ppb 94 1,80

10 ppb 98 2,32
Sonug¢

Bu ¢alismada, Lb. plantarum NRRLB 4496’ susunun, siit ortaminda farkli konsantrasyon
AFMI1 seviyelerinde toksin baglama yeteneginin ve farkli siirelerde AFM1 baglama kapasitesinin ne
sekilde degiskenlik gdsterecegi saptanmistir. AFM1 baglamada kisa siirelerin yeterli oldugu ve bu
durumun uygulama alaninda avantaj olusturabilecegi goriilmektedir. ~AFMI1 konsantrasyonun ise,
AFM1 baglama kapasitesine onemli bir etkisi oldugu goriilmektedir ve bu durum biiyiik 6l¢ek
uygulamalarda, planlama ve dizayn ¢alismalarinda yol gdsterici olacaktir.

Giiniimiizde, degisen tiiketici talepleri ile birlikte dogal koruyucularin 6nem kazandigi
goriilmektedir. Lactobacillus plantarum suslarmin biyokoruyucu, biyokontrol ajani ve probiyotik
olarak kullanim potansiyellerinin disinda toksinleri baglama 6zellikleri ile hem beslenme alaninda
hem de toksinlerin gida ortamlarindan uzaklastirilmasinda kullanilabilirler. Toksinlerin kontroli ile
ilgili temel prensip olusumunun engellenmesi olmasina karsin, siit tirlinlinde AFM1 tehlikesi halen
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devam etmektedir. AFM1 giderilmesinde kimyasal triinler veya fiziksel islemler kullanilmasi yerine
Lactobacillus cinsine ait suslarin kullanilmasi1 ve biyolojik yolla detoksifikasyon gida ortaminda
uygulama alani bulabilir. Bu ¢alismada elde edilen veriler AFM1 uzaklastirabilmek i¢in yapilacak
olan biiyiik 6lgekte siit uygulamalarinin planlanmasinda ve dizayninda faydali olacaktir.
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